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マウス下垂体におけるプロオビオメラノコルチン遺伝子の発現制御
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はじめに
プロオビオメラノコルチン (POMC)は､下垂体
前葉か ら分泌 され る副腎皮質刺激 ホルモ ン
(ACTH)の前駆体タンパク質である (I)｡ACTH は
糖質コルチコイ ドの副腎皮質からの分泌を促進す
る｡ACTH産生細胞において､POMCの合成およ
び分泌は視床下部から分泌される副腎皮質刺激ホ
ルモン放出ホルモン (CRJi)によって活性化され
る (2)0ACTHは糖質コルチコイ ドの分泌を介し､
個体のス トレス応答反応を制御する｡下垂体にお
けるPOMC遺伝子の発現には､転写因子Tpltが不
可欠である (3､4)0POMC遺伝子のプロモーター
領域には､Tpitの結合配列と下垂体全般に発現す
る転写因子PltXlの結合配列が隣接して存在し､そ
れらはTplt仲ItXREと呼ばれる｡CRHの受容体とし
て CRHIRlとCRH-R2の 2種類が存在する (5).
CRHは細胞内cAMP濃度を上昇させ､カルシウム
イオンの流入を起こす (6)｡また､CRH は転写因
子 Nur因子をPOMCプロモーターのNurREに結
合させ､POMC遺伝子の転写を活性化する (7)｡
本稿ではCRHによるPOMC遺伝子の転写活性化
に着目し､CRH受容体の下垂体内おける発現を調
べた｡さらに､ラットPOMC遺伝子プロモーター
活性をマウス下垂体ACTH産生腫疾AtT-20細胞に
おけるレポーターアッセイで解析した｡
材料と方法
実験動物
2カ月齢のICR系雄マウスの器官からRNAを抽
出 した｡ Reverse transcription-polymerase chaln
reactJOnPTIPCR)法によってCRfl受容体mRNAの
発現を解析した｡また､下垂体を4%ホルムアルデ
ヒドで固定してパラフィン切片を作成し､マウス
CRHIRl抗体 (SantaCruzBioteclmology)で免疫染
色した｡
poMC遺伝子プロモーターの解析
AtT120細胞をDulbecco改変のEagle培地に牛胎
児血清を 1/10量混ぜた培養液を用いて培養した｡
LIPOfectamlne2000(hvltrOgen)を用いてAtT-20細胞
にラットPOMC遺伝子のレポーター遺伝子をトラ
ンスフェクションした024時間後に細胞を CRJI
(ペ プ チ ド 研 究 所 ､ 大 阪 )ま た は
81(41ChlorophenylthlO) adenoclne 3',5'{yclC
monophosphate(pm cAMP､ Slgma-AldrlCh)を授
与 した.投与 4時間後に細胞を溶解 し､Dual
luclferaseReporterAssaySysternPromega)を用いて､
～プロモ 一ー夕一括性を測定した｡カルシウム/カルモ
CRH-RI CRH-R2
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図 1 マウス器官におけるCR月受容体 (CRJl-Rl､
CRポーR2)mRNAの発現c1,下垂体前葉 ;2,下垂体
中後菓 ;3,AtT-20細胞 ;4,脂 ;5,心臓｡M,分子
量マーカー｡
ジ ュ リン 依 存 性 プ ロテ イ ン キ ナ ー ゼ ⅠⅠ
(CAM-KIT)阻害剤の KNl62(和光純薬工業､大阪)
は､CRH､PCPT-cAMP投与の1時間前に細胞に処
理した｡
統計処理
デー タは平均値 と標準誤差であ らわ し､
Turkey-Kramer法によって解析 した｡対照群と投与
群の差の検定はDunnet法を用いた｡
結果
マウス蕃官におけるCRH受容体の発現
CRH-RlとCRH-R2の2種類存在するCRH受容
体のmRNA発現をRTPCRにより調べた (図 1)0
脳､下垂体前葉､下垂体中複葉､AtT-20細胞で
CRH-RlmRNAが検出された｡CRH-R2mRNAは､
脳､下垂体前葉､心臓で検出された｡
下垂体前葉におけるCRH-Rl発現細胞の検出
マ ウス下垂体における CRH-Rlの発現を､
CR且-Rl抗体を用いて免疫組織化学的に検出した
(図2)oCRfI-Rl免疫陽性細胞は､下垂体前葉にお
ける分布と細胞の形態がACTH免疫陽性細胞と類
似していた｡
CR月 とpCPT-cAMt'によるPOMCプロモーター
の活性化
POMCプロモーターの部位特異的変異導入コ
ンス トラクトの､CRHおよび pCPT-cAMPに対す
る応答性を調べた (図3)0
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図 2 マウス下垂体前葉における CRH-Rl免疫陽性
細胞と ACTH免疫陽性細胞の検出｡各細胞は､抗
CRH-Rl抗体､抗 ACTH抗体を用いて免疫細胞化学
的に検出した｡矢印が免疫陽性細胞を示すoスケー
ルバーは 10岬1を示すo
NurRE変異コンス トラク トはCRHおよびpCPT
-cAMPによる活性化が低下した.TpltRE変異コン
ス トラク トと PItXRE 変異 コンス トラク トでも
cRHに対する活性化が減少 した.
CRH と pCPT-ぐAMP に よ る Tpit/PitxRE の
CAM-KJr依存的活性化
(TpltrPitxRE)×3コンス トラク トのプロモーター
活性に対するCRHおよびpCPT-cAMPの効果を調
べた (図 4)O(Tpltn'itxRE)×3の活性は CRHおよ
び pCPT-cANPによって上昇 した｡この活性上昇は
CAMIKII阻害剤KN-62によって減少 したD
考察
下垂体においてCRfIがpOMC遺伝子の発現を
活性化することは､個体のス トレス応答の引き金
となる反応である0本研究では､RT-PCRによって
2種類のCRH受容体のmRNAが異なる組織で発現
-480/+63
NurRE変異
TpltRE変異
PitxRE変異
していることを明らかに した｡AtT20細胞では
CRH-RlmRNAのみが発現 していた｡さらに免疫
組織化学によって CRHIRl免疫陽性細胞は ACTH
産生細胞様の細胞であったことから､CRH は
ACTH 産生細胞 に発現す る CRH-Rlを介 して
poMCの転写を活性化 していると考えられる｡
レポーターアッセイによって､POMC遺伝子プ
ロモーター活性はCRH とpCPT-cAMPによって活
性化された｡TpLtは invltrOでTplt/PltXREプローブ
と結合することが示されている(3)0本研究では､
AtT-20細胞においてTplt/PltXRE-の変異によって
POMCプロモーターの活性が減少 したcTpltまた
はPltXlのTpit仲LtXRE-の結合がPOMCの転写を
維持するのに重要であることが示された｡プロモ
ーター-の変異導入実験ではCRH とpCPT-CAMP
によるPOMCの転写活性化はNu∫REが最も重要で
あることが示された｡また､Tplt仲itxREプロモー
ターは CAM -KII依存的にCRH とpCPT-cAMPに
よって活性化 された｡NurRE の活性も CAM-KII
系を介して CRH によって活性化される報告があ
る (8)｡さらに TpltとNur因子との結合が報告さ
れてお り (9)､TpltnitxRE は NurRE と協調的に
CRH による POMCの転写活性化に働いている可
能性がある｡このように､CRHはACTH産生細胞
のCRH-Rlに結合して､cANP上昇とCAM-KIIの
活性化を起こし､NurRE と Tplt仲ItXRE依存的に
poMC遺伝子の転写を活性化していると考えられ
る (図 5)0
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要約
マ ウス下垂体前葉の ACTH 産生細胞では､
CRH-Rlを発現 していたoPOMC遺伝子プロモー
ターのTpltn'ltXRE配列は､POMC遺伝子の転写活
性を維持するのに重要であることを明らかにした｡
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図3 ラット遺伝子POMCプロモーターのCRHとcAMP応答性の解析OラットPOMCプロモーター部位特異
的変異導入コンストラクトをAtT-20細胞に導入した｡24時間後にCRH(100nM)とpCPT-CAMP(500トIM)を投
与した｡各群3試料の平均値と標準誤差であらわす｡*p<0.05,**p<0.01, ***P<0001､対照群 (ctl)と比較して
有意の差o###<0001､-480/+63コンス トラクトと比較して有意の差｡
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図4 Tpl'tnitxREのCAM-Kll依存的な活性化の解析｡
(TpIVPitxRE)×3を AtT-20細胞に導入した｡24時間
後にKN-62(10LIM)を処理 した後､CRH(100nM)と
PCPTICAMP(500PM)を投与したC各群 3試料の平均
値と標準誤差であらわす｡*p<0.05,HP<001､ビーク
ル処理群と比較して有意の差｡##p<001,###P<0001､
対照群 (ctl)と比較 して有意の差｡
CRH は主に POMC遺伝子プロモーターの NurRE
配列依存的にPOMC遺伝子の転写を活性化したが､
TpiがPltXRE配列の活性もCAM-KTT系を介 して上昇
させた｡Tpit伊l岨 Eは NurRE と協調的に働いて
pOMC遺伝子の転写を活性化 していると考えられ
る｡
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